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(5 7) Abstract^ The invention relates to the gene transfer in human T cells using novel retroviral scFv cell targeting vectors and to 
the use of these vectors for treating T cell-associated diseases. 

(57) Zusam menfassung: Die Erfindung betrifft den Gentransfer in humane T-Zellen mittels neuer retro viraler scFv-Zelltargeting 
Vektoren und die Verwendung dieser Vektoren zur Behandlung T-Zell-assozuerter Krankheiten. 
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Gentransfer in humane Lymphocyten mittels retr viraler scFv- 

Zelltargeting Vektoren 

Die Erfindung betriflt den Gentransfer in humane Lymphocyten, insbesondere T- 
5 Lymphozyten mittels retroviraler scFv-Zelltargeting-Vektoren und die Verwendung dieser 
Vektoren zur Gentherapie, Impftherapie oder Diagnostik, insbesondere zur Therapie T-Zell- 
assoziierter Krankheiten. 

Die Mehrheit der retroviralen Vektoren, die in der gentherapeutischen Forschung zur Zeit 
10 benutzt werden, stammen vom amphotropen Maus-Leukamie-Virus (MLV) ab. Der 
Wirtszellbereich des amphotropen MLV wird durch das Oberflachenhullprotein (SU) 
bestimmt, das vom env-Gen codiert wird. Die Proteinprodukte des env-Gens bilden die auBere 
Hulle des retroviralen Vektors. Die SU-Proteine interagieren mit, d.h. sie binden an ein 
bestimmtes Protein (Rezeptor) auf der Oberflache der Wirtszelle. Die env-Genprodukte des 
15 amphotropen MLV erlauben den Gentransfer in eine groBe Anzahl unterschiedlicher 
S§ugerzellen. Ein selektiver Gentransfer in bestimmte Zell- oder Gewerbetypen des Menschen 
oder anderer Sauger ist mit amphotropen MLV-Vektoren aber nicht mfiglich, weil der 
Rezeptor fur die MLV-Hullproteine auf der Oberflache der Saugerzellen, welches den Eintritt 
von amphotropen MLV-Vektoren und den Gentransfer vermittelt, auf fast alien diesen Zellen 
20 zu finden ist Der Wirtszellbereich des amphotropen MLV ist daher nicht spezifisch. 

Eine Wirtszellspezifitat ist z.B. fur den gentherapeutischen Einsatz jedoch von Vorteil, da bei 
einer Gentherapie auBerhalb des Organismus (ex vivo) (Anderson et al. 1992; Yu et al., 1997) 
aufwendige Aufreinigungen von Zellen vermieden werden. FOr den Therapie-, Diagnostik- 

25 oder Impf-Einsatz in vivo ist erwunscht, daB die retroviralen Vektoren gezielt die gewQnschten 
Wirtszellen ansteuern und anschlieBend das therapeutische Gen Qbertragen. Eine Einengung 
des Wirtszellbereichs des amphotropen MLV konnte durch Modifikation des 
Oberflachenhullproteins erreicht werden. Eine Modifikation des Oberflachenhullproteins 
wurde durch die Fusion mit einer Hormondomane durchgefuhrt. Es fand eine Transduktion 

30 der Zellen statt, die den spezifischen Hormonrezeptor trugen (Kasahara et al., 1995). Femer 
wurde das Oberflachenhullprotein durch Fusion mit einem einkettigen Antikdrperfragment 
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{single chain variable fragment, nachfolgend auch „scFv" bezeichnet) modifiziert. Das 
Fragment reprasentierte die antigenbindende Domane eines Antikorpers und ist ein 
Fusionsprotein, das aus den variablen Domanen Vh und VI eines monoklonalen Antikorpers 
zusammengesetzt ist. Die beiden Domanen sind uber ein Glycin- und Serin-Oligopeptid [-(ser- 

5 gly4)3-gly-)] verknupft, das die korrekte Faltung des Fusionsproteins ermoglicht (Huston et 
al., 1991; Whitlow et al., 1991). Alle bisher durchgefuhrten Modifikationen des MLV- 
Oberflachenhullproteins mit einem scFv zeigten, daB es zwarzu einerBindung der Vektoren 
an die Wirtszielzelle kam, nicht jedoch zu einem Eintritt in die Zelle (Russel et al., 1993). 
Weiterhin ist bekannt, daB das Oberfl&chenhullprotein des MLV generell keine umfangreichen 

10 Modifikationen erlaubt (Cosset et al., 1995). Modifikationen, bei denen ein Teil der 
Bindungsdomane des MLV-SU-Proteins ersetzt wurde, fuhrten oft zu einer inkorrekten 
Prozessierung und somit zu einem defekten Transport des SU-Proteins an die Zelloberflache 
(Weiss etal., 1993; Morgan etal., 1993; Russel etal., 1993). DieEntwicklungzellspezifischer 
retroviraler Vektoren auf Basis des MLV mit veranderten Oberflachenhullproteinen ist daher 

1 5 wenig erfolgversprechend. 

Retrovirale Vektoren auf Basis des Milznekrosevirus SNV („Spleen Necrosis Virus") sind fur 
einen gezielten Gentransfer in z.B. humane Zellen geeigneter, da das Oberflachen-hullprotein 
des SNV umfangreiche Modifikationen erlaubt und auch dann noch korrekt prozessiert wird 

20 (Martinez und Dornburg, 1995; Chu und Dornburg, 1994, 1995; Jiang et ah, 1998). Zur 
Herstellung derartiger Vektoren benotigt man mindestens zwei Komponenten. Zum einen ist 
ein sog. Expressionskonstrukt herzustellen, das eine Verpackung in und den Transfer durch 
einen Retrovirus erlaubt Das Expressionskonstrukt umfoBt ein kodierendes DNA-Fragment 
des gewunschten Genprodukts, z.B. ein Gen fur die Gentherapie oder als Impfstoff. Das 

25 Expressionskonstrukt muB eine Nukleotidsequenz umfassen, die als Verpackungssignal psi 
(v|/) bezeichnet wird und die effiziente Verpackung der mRNA in retrovirale Partikel steuert 
Ferner benotigt man eine Verpackungs- oder Helferzelle, welche die gag-, pol- und env- 
Genprodukte des SNV bereitstellt, ohne daB die gag-, pol- und env-Gene in ein Retrovirus 
verpackt werden konnen. Die in der Verpackungszelle befindlichen gag-, pol- und env-Gene 

30 mussen psi-negativ sein. Nach Uberfuhrung des Expressionskonstruktes durch Transfektion 
der entsprechenden Plasmid-DNA in die Verpackungszellen werden retrovirale Partikel in den 
Zellkulturuberstand abgegeben, die das Expressionskonstrukt enthalten und nur dieses, nicht 
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der Figuren 1 bis 5 hat, ermoglichen selektiv eine Transduktion humaner T-Zellinien und zum 
Teil aus dem Blut isolierter primSrer Lymphocytes 

Uberraschenderweise zeigen die erfindungsgemaBen Vektoren eine um das Vielfache erhohte 
5 Selektivitat fiir humane T-Zellen im Vergleich zu anderen humanen Zellen. Die 7-A5- 
Vektoren, d.h. die Vektoren, die das einkettige Antikdrperfragment gemSB Fig. 1 oder einen 
Teil hiervon kodieren, zeigten eine bis um den Faktor 1000 erhohte Selektivitat fur humane T- 
Zellen im Vergleich zu anderen humanen Zellen besitzt (s. Tabelle 2) und eine 4-5 fach 
erhohte Selektivitat fiir T-Zellen im Vergleich zu B-Zellen. 

10 

In Tabelle 1 sind 5 scFv (im einzelnen: 7A5, K6, 7B2, 7E4, 6C3) und ihre Vektortiter auf 
humanen T-Zellen (C8166), D17 Zellen (Hunde Osteosarkom-Zellinie, permissiv fur SNV) 
und HeLa Zellen (humane Zervixkarzinom-Zellinie) dargestellt 

15 In Tabelle 2 sind die Vektortiter von 7A5-Vektoren dargestellt. Aus diesen Daten ist die 
Effizienz und Spezifitat fur humane T-Zellen erkennbar. Mittels dieser 7A5-Vektoren konnten 
auch mittels gentechnisch veranderter SNV-Vektoren ruhende T-Zellen und sogar humane 
Makrophagen sehr effizienttransduziert werden. 

20 Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung und sind nicht als einschrankend aufeufassen: 

Beispie! 1; 

25 Bestimmung der Vektortiter der fiinf selektionierte n scFv auf PI 7-. C81 66- und HeLa-Zellen 

Hierzu wurden die Zellkulturiiberstande in drei Verdunnungsstufen (1000^1, 100^1 und 10^1) 
in einem Gesamtvolumen von lOOO^il unter Zugabe von 30ng/ml Polybren auf den Zellen (2 x 
105 D17 und HeLa, 5 x 105 C8166) titriert. Nach 1,5-2 h Inkubationszeit wurde der 
30 vektorhaltige Uberstand durch frisches Medium ersetzt. 
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Nach 48 h wurde zur Detektion der transduzierten Zellen eine X-gal Anf&rbung durchgefuhrt 
(Mikawa et al., 1992) und die blauen Zellen gezahlt Tab. 1 zeigt die Vektortiter der funf 
selektionierten scFv auf D17-, C8166- und HeLa-Zellen . 

5 Die Titration auf D17 (Hundeosteosarkomzellinie, Watanabe et al., 19) dient als positiv- 
Kontrolle fur die Vektorproduktion. Der Titer von >10 6 i.E./ml zeigt, dass alle 5 scFv- 
Verpackungszellklone mit ungefahr gleicher Effizienz Vektorpartikel in den 
Zellkulturtiberstand abgeben. 

10 Die Titer auf C8 166 Zellen schwanken zwischen 10 3 und 10 6 i.E./ml je nach scFvwahrend die 
Transduktion auf HeLa Zellen keinen nennenswerten Titer ergab. Diese Tatsache deutet auf 
eine hohe Selektivitat fur humane T-Zellen aller funf scFv-Vektoren hin. Die 7A5Vektoren 
transduzieren am effizientesten humane T-Zellen (Tabelle 1). 

15 

____ _ _ 



ScFv D17 C8166 HeLa 



7A5 >10 6 lxlO 6 <10 2 

K6 >10 6 2,5 xlO 5 ^O 1 

7B2 >10 6 2xl0 4 ^O 1 

7E4 >10 6 2xl0 3 <10 1 

6C3 >10° 2xl0 3 ^O 1 



Tab, 1: Vektortiter der funf scFv-Vektoren 
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Beisniel 2: 

Weitere Cha rakterisierung der Vektoren 

Zur genaueren Charakterisierung werden weitere Transduktionsexperimente mit den Vektoren 
durchgefuhrt In Tabelle 2 sind die Ergebnisse der 7A5-Vektoren dargestellt 



Titer (i.E/ml) 




D17 


HeLa 


TE671 


HT1080 


293T 


C8166 Molt4/8 


Jurkat 


A30I 


huPBMC 


wt 


>10* 


<10' 


<10' 


<10' 


<10' 


<10' <10' 


<10' 


<10' 


<10' 


7A5 


>10 6 


<10 2 


<10' 


<10' 


<io- 


1x10 s 1x10 s 


3xl0 5 


lxlO 5 


7,5xl0 4 



10 

Tab. 2 : Transduktion verschiedener Zelltypen mittels 7A5- und Wildtyp-Vektoren 



15 Die Transduktionen wurden wie oben beschrieben durchgefuhrt Als Kontrolle wurden alle 
Zellen mit Wildtyp-Vektoren (wt) transduziert. Hierbei handelt es sich um Vektorpartikel, die 
nur das Wildtyp-SNV-Env-Protein und kein scFv besitzen. Diese werden von der Ausgangs- 
Verpackungszellinie DSH-cxl (Chu & Dornburg, 1995, Jiang et al, 1998) in den 
Kulturuberstand abgegeben. ErwartungsgemaB konnten diese Vektoren humane Zellen nicht 

20 transduzieren. Nur die fur sie permissiven Dl 7 Zellen konnten mit hoher effizient transduziert 
werden. 

Die Titration mit 7 A5-Vektoren zeigte eine effiziente Transduktion von mehreren humanen T- 
Zellinien (C8166, Molt4-8, Jurkat, A301), wahrend andere humane Zelltypen (HeLa: 
25 Cervixcarcinom, TE67 1 : Rhabdomyosarkom, HT1 080: Fibrosarkom, 293 T: Nierenmark) nicht 
transduziert wurden. Diese Ergebnisse zeigen, daB die 7A5-Vektoren eine hohe Selektivitat 
fur T-Zellen besitzt. 
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c , w tat ftir T Zellen wurde auch ftr Zelltargeting-Vektoren gefunden, die 



oder 5 codiert 

Rpis piel 3: 
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rrirnr— — — 

^tttct n X 0997). Gene Therapy for 

-xr^c; 



10 

YU, 



15 



PCT/DE00/03444 

WO 01/25415 14 



nNA-Seouenz codierend ein einkettiges 
! Zelltargeting-Vektor enthaltend e.ne D geke nnzeichnet, 

s daB das einkettige Antikorperfragment 

Figuren 1 bis 5 hat. 

. . . dadurc h gekennzeichnet, daB der Vektor 
2 . ZeUtargeting-Vekto, gemaB Ansp^ L, ** ^ ^ ^ ^ der 
weiterhin eine DNA-Sequenz enthah, d,e 
10 Figuren 1 bis 5 codiert. 

u , 4- l dadurch gekennzeichnet, daB der 

Vektor T-Zell-sp«ifisohist. 

" ^Irvon.SNVCM^rosev^abse.e^,, 

u a rf^urch eekennzeichnet, daB der von SNV 
5 . Zelltargeting-Vektor gemaB Anspruch 4, dadurch gek 

abgeleitete Vektor pTC53 ist 

• nh* 1 bis 5 enthaltend ein therapeutisches 
6 . ZeUtargeung-Vektor nach einem der Anspruche 1 b,s 



20 

6. 

Gen 



7 .—.enthaitend ^^^^^^ ' 

GentherapicImpftherapieoderDrngnosUk. 

V^ktoren gemaB einem der Anspruche 1 bis 6 zur 
9 Verwendung der Zelltargetmg-Vektoren gema 

TherapieT-Zell-assoziierterKrankheiten. 
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10. 



. - die T . ZeU .assoziierte Krankheit erworbene 



10/089278 

PCT/DE00/O3444 



WO 01/25415 



1/5 



7A5-scFv 

i/- cnv Loader 



70 
9 

130 
2d 

190 



w SKV-env Loader 

1 _ —j. GT G GCT T6G TGG GGG 13 

71 GCX GAG GOT AAA CTT EA K I * 1 * * w 7A5-.CFV 

10 A B 0 » V D 0 Sfi * _- c r^G GCC CAS GTC 19 

mTa31 CI GCC CGA GCO. err CM CCG GCC ATO « 4 g 
131 w COG ACC AC GCC GAA CTT TCC ACT G K AA Q P A * * 
30 F G T T A „ ™ ctg XAG ATT TCC TGC 25 

50K * ° ° — ATG AGC TGG GTG AAA CAG AGT CAT GCA 310 

70, 0 S a T « » XOT «C TAT GGT GAT CCT AGT TAC AAC CAG 370 

. x« CTA GAG TGG ATT GGA ATT AGT ACT TAC TAT GGT d ? g y „ Q 109 

311 AAG AGT CTA GAG « tGIjI S T Y * 
90 K 9 »> B * 1 _ ^ ACA GCC TAT TTG GAA 430 

u ff I « 1 1 ' ^, eo, AGA TCG GAT GGT AAT 490 

r- ---rrrrrrrrr. . . - ~ 

A R TAC TAT GCT TTG GAC TAC TGG GGC CAA GGC ACT ACO GTC ACC GTC TCC TCA 
491 TAC GGG TAT TAC TAT GCT TTG d ^ ^ g Q Q T T 

150 Y G T T Y A CGT GGC GGA TCG GAT ATC GAG CTC ACT 610 

GGC GGA GOT GGC TCT GGC GST GGC GGA B t T 189 

551 GGT GGA GGC GGT TCA GGC GGA „ 0 G G S 

170 G G O <S 3 ° ° - ATA TCC TGC A6A GCC 670 

671 AGT GAA AGT GTT GAT AGT TAT , „ H * * 0 

"° S B 8 V ^CGTGCATCCAACCTACA.TCTGG.GTCCCTGCCAGG 790 

731 CAG CCA CCC AAA CTC CTC ATC TAT CGT GCA TC HIj kSG 

230 Q P 5 K ^ ™ ACC ATC OAT CCT GTG GAG GAA GAT 850 

79 l CT CAOTGGCAGTGGGTCT r TCAGAC r ACT r ACCATC n 

Sf S ^ 9 0 3 tGT CTG ^AA AGT ATG GAA GAT CCG TAC ACS TTC GGA GGG GGG 910 
85 1 GAT OCT GCA GTG TAT TAC «T «G CAA AGT ^ K D p Y T P G 

370 D A LGAAATAAAAcoG^s^rrrrrrrrrr t 

911 ACC AAG CTG GAA ATA AAA x A g fl S G , 

ra «,«««ff f r< « • ■ ° x 

*10 G S Q G 



Fig. 1 
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K6 - scFv 



. SMV-eav Leader 
^ rTC ACC AAC CTC CGA TCC 27 

KTO GAC TGI CTC AK. R g 9 



1 en TCG TGG GGS 87 

" A TCG GCC • -CSLSEELSiSSLSS » « T V 49 

^accactgccgaagtttcgact«; A a 5 » 

CAC «^ TCA =C ACT GAA Crr OTG ^ ^ G A S V « 
208 MS GCT TC f , » 9 ar-r AAC TAC AAT CAA 

7 — —frrrrrr""' » • 
•srrr. - • • "' .«.«.— --rrr 
»- f rrrf"" fr ' - * ' — 

srrr> ».■■>• „«»«»»-ff 

448 ATto G Q G * »ic ATG 

50e <^ r r r r r r r s . x . * 5 

170 ° ^ r ACC ATO ACC T=C ACT =CC A=C TCA ACT ^ g y 

568 TCT GCA TCT CCA GGG GAG A^ GTC ACC ATG ^ c S A 3 3 3 

ece ACC TCC CCC AAA am-* d 5 S 

ric AAG CCA SGt ***** * 

„ 8W »CT S «TTei«»ff f S * S O 3 

orjo K 1« ^ ^ wM» TAC 



327 
109 

387 
129 

447 
149 



507 
169 

150H ^^a^cicMC-^^^r"-" «• 

627 
209 

687 

190 3 A S , ^ - _ _ .rn CCC AAA At^ ATT TAX ^ ^ s ^ 

747 
249 

807 
269 

867 
289 

927 
309 



688 AAA CTG v * A » CCQ ^ 

230 K L A 8 ^ CCC ACT 1AT XAC TGC CAT Uto 

. CAA GAS GCT GCC c H Q H » 

.o^CCAATCAGCAGCATGGACGCTGAA A T * C Sot I 

7 48 CTC CCA ATC m g A n D ccG^GCJ^GCA TCG 

808 AGT TAC CCA TGG AGG TTC GGT GGA ^ , , fc , , ^ 

CGT GGT Twl - q s » 

WSCKKCWffs , S 8 « 1 8 
290 S 3 G S 

Fig- 2 



0/089278 



PCT/DEOO/03444 

WO 01/25415 



3/5 



7B2-scFv 



120 
40 

ACA 1BO 
T 60 

TGG 240 
W 80 

300 
100 

360 
120 



1 M ° C L * , m act GCC 5AA GTTT TCG ACT GCC CGA 

61 P G A S CCA TAC ATT AA3 CCT 

24 1 ATG CAC KG GTA AAA CAG AG* ^ q g q t E W X G 
81 M H W V — _ r A3W3 GAC AAG GCC ACA TTC ACT GCA GAC 

^^-------rrrr- a t , t a D 

rrrrrrrrrrrrrrr s 
r-'-"--- -rrrrrrrrrrrrrr - 

141 ^ T C " R n nm* TCA GGC GGA GGT GGC TCI GGC GGT GGC GGA TCG 

181 D I E L T ° -^g j^s CCA GGC 

— — rrrrrrrrrrrr. • • 

661 ACT TCT CCC AAA cxu ^ g ^ g N j. A 

r.'. 1 — rrrrrrrrrrrrrrr s 

781G ATGCTOCCACTTATTACT«CA G CAA R3stpsTyG 

261 V A A T T . ^ cea CCC GGT GGT TCT GGT GGT 900 

„_ -e- ccA TCG GGC TCC GGG GGC 30 C 

84 1 ACC AAG CTG GAA ATC AAA CGG |2L££-f* , s , . G G G S 

281 T K 1 * 1 i-cf CCC AGC CCA GTC CAG TTT 961 

«— r TCT GGT GGT GGT GGT TCT GGC GCC AGC ™^ K 321 

901 GGT GGT TCT GGT GGT GGT GGT TCT GGT ^ q q s g A S * 

301 G G S G G G G 99 

_ rtr CTT GTC GGT CTA GGG ATT TCA 33 

961 ATC CCC CTG CTT GTG x g 

321 x P 1* 

Fig. 3 



480 

160 

540 
180 

600 
200 

660 
220 

720 
240 
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7E4-SCFV 



SHV-env I*ad«r AAA ATC 

,1.— ----rrrrrrrr. . . » 

imDC I' 11 ' 1 ' 

21 L 1 L e « L r ^ 7B4-BCBV ^ CTG ago 180 

41 A A Q ? A 240 

61 p G A S V 30Q 

101 S D S E T TCT GAG GAC TCT GCC 6TC 420 

121 K S S S T mm jlCT TAG TGG GCC CAA 48C 

:-rrr:rr , ;-rrr , ;-r. . . « 

141 T T C A R ^ ^ M( 

— -rrrrrrrrr. . s * « - 

i^r* caul ATC GAG CTC ACT v-ft*» _mMAASF<»* 
541GGCGGATCGGACATU^^ ? Q g p T T M A 

181 G G S D I ...-mncBOCWWM « 

— -rrrrrrrrrrr. . < - 

201 K I * 1 T «rcc AAT CTG GCT TCT 7J 

-jTrrrrrrrrr.. * . . 
: , . , .'.'.: rrrrrr rrrrrrr?T 1 

-rrrrrrrrrrrrr : 

26 1T M * * « » ^ ^ ^c'cCA TCG GGC TCC GGG GGC ! 

r*r* ecr» ACC AAG CTG GAA ATA AAA CGG GCG GCC OG* 6 c 

841ACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTW ^ r ^ A A S G 

281TFGGGTKI. 

^^rsfiTGGTGGTGGTTCTGGTGGTG 
901 GGT GGT TCT GGT GGT GCT GST TCT <** f* f* Q 3 G 6 
301 G G S G G G G 8 



120 
40 



Fig. 4 



P.O. 6 of s 1U / UO 7/11' u 
Matter No.: 11692-006US1 * 

ETROVIRAL SCFV CELL TARGETING ^ 



rf* ^ fflus c„ ers sac cac ccc acc aaa aacc «o 

^^^^ff r r r rr r r r r * 

„ ^ „ r ,~ cc* CCA CaA ASS AA* AAC 180 

W ccc cac «x cac esc cac cac |*f* it * * 60 



1 AW 
1 M 



121 era ccc c*fi cas ccc ~- ^- _ Q Q 

41 A A - 5 ~ M 



r r r - «. *~ ** «* r r - ff ff r r r r r s* 
1 L 1 L L 1 L r r r - rr r rrrrf - 

81 I A * v a Q H 9 o * 

^--nA ecc cafi esc acc asc tc*. ccc cac 3€p 

3Ci<^CACTC*CaCACC*^ X * A * 120 

, .« n S D * X * 3 * 



101 C 

. ■ — — ^« «>»r« — - 



361 -rrr? r r r r r r tz 



^^^^^BCtP^f f fff e x t, t r i Ml 
141 T T c * * . a « * v 

« rrr -rrrrrrrrrr ss 

iffil X X M D V W « * * T * 

— »-r* esc icr ccs sec «oo 

181 s a o o c 3 « « e s 8 

sol *ec etc scat oca. scr sax sow «c s c * * a fl ■ 1 220 

201 * X. s A a t ▼ « 0 ! » Y 

— Me «t col sea see cet *** esc bomchs too 
i»» * * * * * a • * .^^^j. „ 0 



241 K A S S 14 * s 

» „ «.« «- r r r r rr r rrrr r rrr» 

io; « r s i. s i s « 1 Q * '*• 

-«rr r r r r ff ^ 

281 a T o sow s » c y ^ 

901 gOk TCS 302 
301 A S 



Fig. 5 
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se qtjenzpROTok.oi.l 



<130> 158-6 PCT 

<140> PCT/DE 
<141> 2000-09-27 

<150> DE 199 46 142.2 
<151> 1999-09-27 

<160> 10 

<170> Patentin Ver . 2.1 

<210> 1 
c211> 1030 
<212> ENA 

<213> kunstliche Sequenz 

crPV vodierende Sequenz 

:S; ~ — s ' que "' 

~\V-»~~-"-«-~-- 5™ " " " ~ r r r r '* 

^ _ — «./-/-! -rr.r, GGG 13 



l ^-r r*rc GCT TGG TGG GGG 130 

131 TTT GGG ACC ACI u T A R A 

JO F 0 T T A 8 TCA GTG AAG ATT TCC TGC 250 

„ -rrrrrrrrrr. , . . . • 

50Kl<QQ aGC TGG GTG AAA CAG AGT CAT GCA 110 

251 AAG GGT TCT GGC TAC ACA TTC ACT GAT TAT GGT ATG AGC TGG ^ . g . . 

0 GG X CTT ATT AGT ACT TAC TAT GGT GAT CCT AGT TAC XXC CAG 3,0 

311 AAG AGT CTA GAG TGG ATT GGA CTT ATT s ? y y . „ p 

»° K S L »r «x TCC TCC XXC ACA GCC TXT TTG GAA 430 

"° * ' K L L L — « - - r r rrr r r r r is 

431 CTT GCC AGA CTG ACA TCT w R j y Y C 

»0 L A R X, T S E ^ ptA GGC ACT ACG GTC ACC GTC TCC TCA 550 

r TAT GCT TTG GXC TAC TGG GGC CAA GGC ACT A y T V 8 S 1" 

491 T XC GGG TXT TAC TXT GCT TT ^^wGO^ , _ 

150 V G Y 



491 TH^ * T, D ^ " rt 

551 GGT GGAGGCGGTTCAW» sGG G» 

170 G G G G S G G G XGA GCC €70 

TTG GCT GTG TCT CTX GGG CXG AGG GCC XCC XTX TC q r A 209 
6 11 CXG TCT CCA TCT TCT TTG GCT GTG ^ ^ q q r a t 
190 Q S P S S 



WO 01/25415 



PCT/DEOO/03444 



671 AGT GAA AGT GTT GAT AGT TAT GGC GAT AGT TTT ATG CAC TGG TAT CAG CAG AAA CCA GGA 730 
210 SESVDSYGDSFMHWYQQKPG 229 



731 CAG CCA CCC AAA CTC CTC ATC TAT CGT GCA TCC AAC CTA GAA TCT GGA GTC CCT GCC AGG 790 

230 QPPKLLIYRASNLESGVPAR 249 

791 TTC AGT GGC AGT GGG TCT GAG TCA GAC TTC ACT CTC ACC ATC GAT CCT GTG GAG GAA GAT 850 

250 FSGSGSESDFTLTIDPV-EED 269 

851 GAT GCT GCA GTG TAT TAC TGT CTG CAA AGT ATG GAA GAT CCG TAC ACG TTC GGA GGG GGG 910 

270 D AAVYYCLQSMEDPYTFGGG 289 

911 ACC AAG CTG GAA ATA AAA CGG GCG GCC GCA TCG GGC TCC GGG GGC GGT GGT TCT GGT GGT 970 

290 TKLEI KRAAASGSGGGGSGG 309 

971 GGT TCT GGT GGT GGT GGT TCT GGT GGT GGT GGT TCT GGC GCC AGC CCA GTC CAG TTT ATC 1030 

310 GSGGGGSGGGGSGASPVQFI 329 



<210> 2 
<211> 927 
<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 



<223> Beschreibung der kunst lichen Sequenz: scFv kodierende Sequenz 



2 8 GCT GAG GGT AAA GTT GAC CAG GCG AGC AAA ATC CTA ATT CTC CTT GTG GCT TGG TGG GGG 87 

10 AEG KVD QAS K I L I LLVAWWG 29 

88 TTT GGG ACC ACT GCC GAA GTT TCG ACT GCC CGA GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC GAG GTC 147 

30FGTTAEVSTARAAQPAMAEV 49 

14 8 AAG CTG CAG GAG TCA GGG ACT GAA CTT GTG AAG CCT GGG GCT TCA GTG AAT CTG TCT TGC 207 

50KLQESGTELVKPGASVNLSC 69 

208 AAG GCT TCT GGC TAC ACC TTC ACC AGC TAC TGG ATG CAC TGG TTG AAG CAG AGG CCT GGA 267 

70KASGYT FTSYWMHWL KQ RPG 89 

268 CAA GGC CTT GAG TGG ATC GGA GAG ATT GAT CCT GTT GAT AGT TAT ACT AAC TAC AAT CAA 327 

90QGLEW I G E I D PVDSYTNYNQ 109 

328 AAC TTC AAG GGC AAG GCC ACA CTG ACT GTA GAC AAG TCC TCC ACC ACA GTC TAC ATG CAC 3 87 

110 NFKGKATLTVDKSSTTVYMH 129 

3 88 CTC AGC AGC CTG ACA TCT GAG GAC TCT GCG GTC TAT TAC TGT GCA AGA AAG GGC TAT GCT 447 

130 LSSLTS EDSAVYYCARKGYA 149 

44 8 ATG GAC TAC TGG GGC CAA GGG ACC AAC GTC ACC GTC TCC TCA GGT GGA TGC GGT TCA GGC 5 07 

150 MDYWGQGTNVTVS SGGCGSG 169 

508 GGA GGT GGC TCT GGC GGT GGC GGA TCG GAC ATC GAG CTC ACT CAG TCA CCA GCA ATC ATG 567 

170 GGGSGGGGSDIELTQSPAIM 189 

568 TCT GCA TCT CCA GGG GAG AAG GTC ACC ATG ACC TGC AGT GCC AGC TCA AGT ATA AGT TAC 627 

190 SASPGEKVTMTCSAS SS ISY 209 

628 ATG CAC TGG TAC CAG CAG AAG CCA GGC ACC TCC CCC AAA AGA TGG ATT TAT GAC ACA TCC 6 87 

210 MHWYQQKPGTSPKRWIYDTS 229 

688 AAA CTG GCT TCT GGA GTC CCT GCT CGC TTC AGT GGC AGT GGG TCT GGG ACC TCT TAT TCT 747 

230 KLASGVPARFSGSGSGTSYS 249 



<220> 



<400> 2 



1 ATG GAC TGT CTC ACC AAC CTC CGA TCC 
1MDCLTNLRS 



27 
9 
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748 CTC CCA ATC AGC AGC ATG GAG GCT GAA GAT GCT GCC ACT TAT TAC TGC CAT CAG CGG AGT 807 

250 L P I SSMEAEDAATYYCHQRS 269 

8C8 AGT TAC CCA TGG ACG TTC GGT GGA GGG ACC AAG CTG GAA ATA AAA CGG GCG GCC GCA TCG 867 

270 S Y PWTFGGGTKLEI K R A A A 5 289 

868 GGC TCC GGG GGC GGT GGT TCT GGT GGT GGT TCT GGT GGT GGT GGT TCT GGT GGT GGT GGT 927 

290 GSGGGGSGGGSGGGGSGGGG 309 



<210> 3 

<211> 990 

<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: scFv kodierende Sequenz 
<400> 3 

ATG GAC TGT CTC ACC AAC CTC CGA TCC GCT GAG GGT AAA GTT GAC CAG GCG AGC AAA ATC 60 

MDCLTNLRSAEGKVDQASKI 20 

61 CTA ATT CTC CTT GTG GCT TGG TGG GGG TTT GGG ACC ACT GCC GAA GTT TCG ACT GCC CGA 120 

21 LI LLVAWWGFGTTAEVSTAR 40 

121 GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG GTG CAG CTG CAG CAG TCT GGG ACT GAA CTG GCA ACA 180 

41 A A 0 PAMAQVQLQQSGTELAT 60 

181 CCT GGG GCC TCA GTG AGG ATG TCC TGC AAG GCT TCT GGC TAC GCC TTT ACT ACC TAC TGG 240 

61PGASVRMSCKASGYAFTTYW 80 

241 ATG CAC TGG GTA AAA CAG AGG CCT GGA CAG GGT CTG GAA TGG ATT GGA TAC ATT AAT CCT 300 

B1MHWVKQRPGQGLEWIGYINP 100 

301 ACC ACT GAT TAT ACT GAC TAC AAT CTG AAG TTC AAG GAC AAG GCC ACA TTG ACT GCA GAC 360 

101 TTDYTDYNLKFKDKATLTAD 120 

361 AAA TCC TCC AGT ACA GCC TAC ATG CAA CTG AGC AGC CTG ACA TCT GAG GAC TCT GCA GTC 420 

121 K.SS STAYMQLSSLTSEDSAV 140 

421 TAT TAC TGT GCA AGA TCG GGG TGG TCC TAT GCT ATG GAC TAC TGG GGG CAA GGG ACC ACG 480 

141 YYCARSGWSYAMDYWGQGTT 160 

481 GTC ACC ATC TCC TCA GGT GGA GGC GGT TCA GGC GGA GGT GGC TCT GGC GGT GGC GGA TCG 540 

161 VTI SSGGGGSGGGGSGGGGS 180 

541 GAC ATC GAG CTC ACT CAG TCT CCA GCA ATC ATG TCT GCA TCT CCA GGG GAG AAG GTC ACC 600 

181 DIELTQSPAIMSASPGEKVT 200 

601 ATA ACC TGC AGT GCC AGC TCA AGT GTA AGT TAC ATG CAC TGG TTC CAG CAG AAG CCA GGC 660 

201 ITCSASSSVSYMHWFQQKPG 220 

661 ACT TCT CCC AAA CTC TGG ATT TAT AGC ACA TCC AAC CTG GCT TCT GGA GTC CCT GCT CGC 720 

221 TSPKLWIYSTSNLASGVPAR 240 

721 TTC AGT GGC AGT GGA TCT GGG ACC TCT TAC TCT CTC ACA ATC AGC CGA ATG GAG GCT GAA 7 80 

241 FSGSGSGTSYSLTISR MEAE 260 

781 GAT GCT GCC ACT TAT TAC TGC CAG CAA AGG AGT AGT TAC CCA TTC ACG TTC GGC TCG GGC 840 

261 DAATYYCQQRSSY PFTFGSG 280 

841 ACC AAG CTG GAA ATC AAA CGG GCG GCC GCA TCG GGC TCC GGG GGC GGT GGT TCT GGT GGT 900 

281 TKLE I KRAAASGSGGGGSGG 300 

901 GGT GGT TCT GGT GGT GGT GGT TCT GGT GGT GGT GGT TCT GGC GCC AGC CCA GTC CAG TTT 960 

301 GGSGGGGSGGGGSGASPVQF 320 



961 ATC CCC CTG CTT GTG GGT CTA GGG ATT TCA 
321 I PLLVGLGIS 



990 
330 
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4 



PCT/DE00/03444 



<210> 4 
<2U> 946 



° C L GGG ACC ACT GCC GAA GTT TCG ACT GCC CGA ». 

rTG GCT TGG TGG GGG TTT GGG ACC ACT v s T A R « 

61 CTA ATT CTC CTT GTG GCT T p G T 

: '„ U - - - -rrrrrrrrr r rrrr sr 
;'.-.---rrrrrrrrrrrrrrs 

101 TCC GAT AST GAA ACT ACT TTA AC K D K A 

- ' AGC ACA GCC TAC ATG CAA CTC AGC AGC CCG ACA TCT GAG GAC TCT GCG GTC 420 

3fi l AAA TCC TCC ACA r y „ Q L S S P — ACT TAC TGG GGC CAA 480 

121 TOT CTT TAT GCT AAC TAC CCC TCC TGG TTT ACT TAC T ^ q ^ 

4 ,1 TAT TAC TGT GCA AGA TCT CTT TAT G y p fi „ F 

: L - - - - r r r r r r r r r r r r r r r s 
-.-"fffrrfrr. . • • » - - " „„, 

661 ^« ^vpGF S « *riv ATT GGC 780 

r— — — rrrrrrrrr-rrr. . - 

721 GGA GTU p g G S 840 

= E ^ G GGG ACC AAG CTG GAA ATA AAA CGG GCG GCC GCA TCG GGC TCC GGG GGC 900 

641 ACG TTC GGA GGG GGG ACC AA ^ % , R , A 

281 T rrT ggt GGT TCT GGT GGT G 315 

— »rrrrrrrr = * < = 

301 G G S G G 
<210> 5 

<211> 906 

<223> Beschreibung der 



PCT7DE00/03444 



WO 01/25415 



M t> C I* T ere GAR GTT TCG ACT GCC CCA 120 

121 GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG ^ j> Q Q , 0 A 

41 A A Q P A " A _ TTT AGC ACC TAC TGG 240 

:L-.--rrrrrrrrrrrrrrr= 
L L L L L . r - - rrrrr r r r r r- r s 

- - - - r t r r r r r r z 

421 TAT TAC TGT GCG AGA GTC TCT ^ fi g g T S 

141 Y Y C A R ^ qtc ACC GTC TCG AGA GGT GGA GGC GGT S40 

481 TAC TAC ATG GAC GTC TGG GGC CGG GGA ACC CTG GTC ACC ^ 

Y " D " TCG GAC ATC GTG ATG ACC CAG TCT CCT TCC 600 

541 TCA GGC GGA GGT GGC TCT GGC GGT GGC GGA TCG GAC AT ^ „ , Q s P S 

181 S G G G G S CGG GCC AGT CAG AAC ATT « 

601 ACC CTG TCT GCA TCT GTA GGA GAC AGA GTC ACC ATG ^ c R A s Q „ 
201 T L S A S V v, CTG ATC TAT 72< 

«--«?,. . . . . . ■ 

m «.«— -rrrrrrrr. . 
--rrrrrrrrrfr. ...... 



2B1 R * 

901 GCA TCG 
301 A S 



<210> 6 
<211> 329 

<S> Snstliche Sequenz 



NO: 1 kodiert 

— * 6 e «. « - - « s « ua sl " Gly LY ° v>1 "s G1 ° 

Met Asp Cys Leu Ttir as 1Q 

1 ' , »t Tro Trp Gly Phe Gly Thr 

. tvs lie Leu lie Leu Leu Val Ala Trp Trp 

Ala Ser Lys lie 25 
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Thr Ala Glu Val Ser Thr Ala Arg Ala Ala Gin Pro Ala Met Ala Glu 
35 40 45 

Val Lys Leu Gin Gin Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg Pro Gly Val Ser 
50 55 60 

Val Lys lie Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr Gly 
65 70 75 80 

Met Ser Trp Val Lys Gin Ser His Ala Lys Ser Leu Glu Trp lie Gly 
85 90 95 

Leu lie Ser Thr Tyr Tyr Gly Asp Pro Ser Tyr Asn Gin Arg Phe Lys 
100 105 110 

Gly Lys Ala Thr Met Thr Val Asp Lys Ser Ser Asn Thr Ala Tyr Leu 
115 120 125 

Glu Leu Ala Arg Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala lie Tyr Tyr Cys Ala 
130 135 140 

Arg Ser Asp Gly Asn Tyr Gly Tyr Tyr Tyr Ala Leu Asp Tyr Trp Gly 
145 150 155 160 

Gin Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly 
165 170 175 

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp lie Glu Leu Thr Gin Ser Pro 
180 185 190 

Ser Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly Gin Arg Ala Thr lie Ser Cys Arg 
195 200 205 

Ala Ser Glu Ser Val Asp Ser Tyr Gly Asp Ser Phe Met His Trp Tyr 
210 215 220 

Gin Gin Lys Pro Gly Gin Pro Pro Lys Leu Leu lie Tyr Arg Ala Ser 
225 230 235 240 

Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Glu 
245 250 255 

Ser Asp Phe Thr Leu Thr He Asp Pro Val Glu Glu Asp Asp Ala Ala 
260 265 270 

Val Tyr Tyr Cys Leu Gin Ser Met Glu Asp Pro Tyr Thr Phe Gly Gly 
275 280 285 

Gly Thr Lys Leu Glu He Lys Arg Ala Ala Ala Ser Gly Ser Gly Gly 
290 295 300 

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly 
305 310 315 320 



Ser Gly Ala Ser 



Pro Val Gin Phe He 
325 
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<210> 7 
<211> 309 

l£U SLtliche Sequent 

ST. Beschretbwa - — ~" ~ ~ " " 
NO; 2 kodiert 

Met Asp Cys Leu Thr Asn be a iQ 

1 " ; ,„ tip Gly Phe Gly Thr 

w S lie Leu He Leu Leu Val Ala Trp Trp 
Ala Ser Lys He ^eu 2g 
20 

, Mp P „ val « TV, « « W » - £ W ° 
Glu He Asp Pro vox r iQg 

_„ ser T hr Thr Val Tyr Met 
Gly L ys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser 

Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 
His Leu ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp 

Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Asn Val Thr 
A rg Lys Gly Tyr Ala Met Asp y ^ 



145 



160 

- 155 

150 

01y .V cv. - ~ « « - « - - 



val Ser Ser Giy wy w — 170 

Gly Ser Asp l85 
180 

ProGlyG lu Lys val Thr Met Thr^s ser Ala Ser ser Ser lie ser 

ser Lys ,eu Ala Ser Gly Val Pro Ala Ar 9 Phe ser 
He Tyr Asp Thr Ser Lys L ^ 

225 , 0ffl ne Ser Ser Met Glu 

^ cer Tvr Ser Leu Pro "« oe 
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr ^ 25 5 
y 245 



4 » • 
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Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr 
260 

Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys 
275 280 

Ser Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser 
290 295 

Ser Gly Gly Gly Gly 
305 



Cys His Gin Arg Ser Ser Tyr Pro 
265 270 

Leu Glu lie Lys Arg Ala Ala Ala 
285 

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly 
300 



<210> 8 
<211> 330 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: scFv von SEQ ID 
NO: 3 kodiert 

<400> 8 

Met Asp Cys Leu Thr Asn Leu Arg Ser Ala Glu Gly Lys Val Asp Gin 
1 5 10 15 

Ala Ser Lys lie Leu lie Leu Leu Val Ala Trp Trp Gly Phe Gly Thr 
20 25 30 

Thr Ala Glu Val Ser Thr Ala Arg Ala Ala Gin Pro Ala Met Ala Gin 
35 40 45 

Val Gin Leu Gin Gin Ser Gly Thr Glu Leu Ala Thr Pro Gly Ala Ser 
50 55 60 

Val Arg Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ala Phe Thr Thr Tyr Trp 
65 70 75 80 

Met His Trp Val Lys Gin Arg Pro Gly Gin Gly Leu Glu Trp He Gly 
85 90 95 

Tyr He Asn Pro Thr Thr Asp Tyr Thr Asp Tyr Asn Leu Lys Phe Lys 
100 105 110 

Asp Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr Met 
115 120 125 

Gin Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 
130 135 140 

Arg Ser Gly Trp Ser Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Thr 
145 150 155 160 

Val Thr He Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly 
165 170 175 



Gly Gly Gly Ser Asp He Glu Leu Thr Gin Ser Pro Ala He Met Ser 
180 185 190 
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Ala Ser Pro Gly Glu Lys Val Thr lie Thr Cys Ser Ala Ser Ser Ser 
195 200 205 

Val Ser Tyr Met His Trp Phe Gin Gin Lys Pro Gly Thr Ser Pro Lys 
210 215 220 

Leu Trp He Tyr Ser Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala Arg 
225 230 235 240 

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr He Ser Arg 
245 250 255 

Met Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gin Gin Arg Ser Ser 
260 265 270 

Tyr Pro Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu He Lys Arg Ala 
275 280 285 

Ala Ala Ser Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly 
290 295 300 

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Ala Ser Pro Val Gin Phe 
305 310 315 320 

He Pro Leu Leu Val Gly Leu Gly He Ser 
325 330 

<210> 9 
<211> 315 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: scFV von SEQ ID 
NO: 4 kodiert 

<400> 9 

Met Asp Cys Leu Thr Asn Leu Arg Ser Ala Glu Gly Lys Val Asp Gin 
1 5 10 15 

Ala Ser Lys He Leu He Leu Leu Val Ala Trp Trp Gly Phe Gly Thr 
20 25 30 

Thr Ala Glu Val Ser Thr Ala Arg Ala Ala Gin Pro Ala Met Ala Glu 
35 40 45 

Val Lys Leu Gin Gin Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg Pro Gly Ala Ser 
50 55 60 

Val Lys Leu Ser Cys Lys Thr Ser Gly Phe Ser Phe Thr Ser Tyr Trp 
65 70 75 80 

Met Asn Trp Val Lys Leu Arg Pro Gly Gin Gly Leu Glu Trp He Gly 
85 90 95 

Met He His Pro Ser Asp Ser Glu Thr Ser Leu Thr Gin Arg Phe Lys 
100 105 HO 
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Asp Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr Met 
H5 120 125 

Gin Leu Ser Ser Pro Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 
130 135 140 

Arg Ser Leu Tyr Ala Asn Tyr Pro Ser Trp Phe Thr Tyr Trp Gly Gin 
14 5 ~ 150 155 160 

Glv Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly 
165 170 175 

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp lie Glu Leu Thr Gin Ser Pro Thr 
180 185 190 

Thr Met Ala Ala Ser Pro Gly Glu Lys He Thr He Thr Cys Ser Ala 
195 200 205 

Ser Ser Ser He Ser Ser Asn Tyr Leu His Trp Tyr Gin Gin Lys Pro 
210 215 220 

Gly Phe Ser Pro Lys Leu Leu He Tyr Arg Thr Ser Asn Leu Ala Ser 
225 230 235 240 

Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser 
245 250 255 

Leu Thr He Gly Thr Met Glu Ala Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys 
260 265 270 

Gin Gin Gly Ser Ser He Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu 
275 280 285 

Glu He Lys Arg Ala Ala Ala Ser Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly 
290 295 300 

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly 
305 310 315 



<210> 10 
<211> 302 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: scFV von SEQ ID 
NO: 5 kodiert 

<400> 10 

Met Asp Cys Leu Thr Asn Leu Arg Ser Ala Glu Gly Lys Val Asp Gin 
1 5 10 15 



Ala Ser Lys He Leu He Leu Leu Val Ala Trp Trp Gly Phe Gly Thr 
20 25 30 
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Thr Ala Glu Val Ser Thr Ala Arg Ala Ala Gin Pro Ala Met Ala Gin 
35 40 45 

Val Gin Leu Gin Gin Ser Gly Ala Glu Met Lys Lys Pro Gly Glu Ser 
50 55 60 

Leu Lys He Ser Cys Lys Gly Phe Gly Tyr Asp Phe Ser Thr Tyr Trp 
65 70 75 80 

He Ala Trp Val Arg Gin Met Pro Gly Lys Gly Leu Glu Tyr Met Gly 
8 5 90 95 

Leu He Tyr Pro Gly Asp Ser Asp Thr Lys Tyr Ser Pro Ser Phe Gin 
100 105 HO 

Gly Gin Val Thr He Ser Ala Asp Lys Ser He Ser Thr Ala Tyr Leu 
115 120 125 

Gin Trp Ser Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys Ala 
130 135 140 

Arg Val Ser Gly Tyr Cys Ser Ser Thr Ser Cys Tyr Asp Tyr Tyr Tyr 
145 150 155 160 

Tyr Tyr Met Asp Val Trp Gly Arg Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Arg 
165 170 175 

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp 
180 185 190 

He Val Met Thr Gin Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp 
195 200 205 

Arg Val Thr Met Thr Cys Arg Ala Ser Gin Asn He Asn He Trp Leu 
210 215 220 

Ala Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu He Tyr 
225 230 235 240 

Lys Ala Ser Thr Leu Glu Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser 
245 250 255 

Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr He Ser Gly Leu Gin Pro Asp 
260 265 270 

Asp Phe Ala Ser Tyr Tyr Cys Gin Arg Tyr Asp Ser Asp Trp Ser Phe 
275 280 285 

Gly Gin Gly Thr Lys Leu Glu He Lys Arg Ala Ala Ala Ser 
290 295 300 
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